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Abstract
　　Objective　The　priming　effects　of　hypoxia　on　intercellular　adhesion　molecule－1　（ICAM－1）　expression　in
bovine　lung　microvascular　endothelial　cells　（BLuECs）　exposed　to　hyperoxic　conditions　were　investigated．
　　Methods　After　culture　under　normoxia　or　hypoxia　（10Yo　02）　for　72　hours，　BLuECs　were　exposed　to
hyperoxia　（50％　02）　with　or　without　5　ng／ml　of　tumor　necrosis　factor　a　（TNFcr）．　Then　the　cell　proliferation，
LDH　release，　soluble　ICAM－1　secretion，　and　the　contents　of　cell－associated　ICAM－1　were　examined．
　　Results　There　was　no　difference　in　cell　proliferation　in　spite　of　differences　in　experimental　conditions．
Release　of　LDH　was　slightly　increased　at　24　hours　after　hyperoxic　incubation　in　the　hypoxia－hyperoxia　group
compared　with　the　normoxia－hyperoxia　group．　Soluble　ICAM－1　in　media　previously　exposed　to　hypoxia
showed　a　peak　increase　at　24　hours　after　exposure　to　hyperoxia　and　TNFα，　although　ICAM－l　increased　with
time　in　the　control　culture　media．　Cytochalasin　B　inhibited　this　peak　increase　of　soluble　ICAM－L　At　24
hours　and　at　48　hours　after　exposure　to　both　hyperoxia　and　TNFcr，　there　was　no　difference　in　cell　associated
ICAM－1　between　the　culture　with　or　without　cytochalasin　B．
　　Conclusion　Present　results　suggest　that　primed　exposure　to　hypoxi　a　increases　oxygen　cytotoxicity　and
accelerates　the　release　of　ICAM－l　fピom　BLuECs　exposed　to　both　hyperoxia　and　TNFα．　It　is　supposed　that
increased　cytotoxicity　following　hypoxia　may　be　involved　in　mechanism　of　acute　lung　injury　often　induced　by
oxygen　supportive　therapy．
Introduction
　　Oxygen　supportive　therapy　is　used　for　treatment　of
patients　with　pneumonia，　pulmonary　emphysema　exac－
erbation，　lung　edema，　etc．　in　order　to　improve　impaired
oxygenation．　These　patients　often　require　supra－
physiologic　concentrations　of　oxygen　to　maintain　organ
viability．　Acute　lung　inj　ury　often　induces　the　morbid－
ity　and　mortality　in　these　patients．　lt　is　well　known
that　continuous　exposure　of　the　lung　of　the　patients　to
high　concentrations　of　oxygen　causes　acute　lung　inj　ury，
partly　through　damage　to　lung　microvascular　endoth－
elial　cellsi－3）．　ln　peripheral　capillary　endothelial　cells，
hyperoxia　produces　oxygen　radicals　via　mitochondrial
electron　transport，　thereby　causing　hyperoxia－mediated
lung　injury‘）．　Thus，　in　hyperoxia－induced　lung　injury，
the ndotheli l　cell　inflammatory　response　is　believed　to
play　a　crit cal　 ole　in　the　pathogenesis　of　lung　injury．
　　Several　adhesion　molecules　appear　on　the　surface　of
endothelial　cells　at　inflammatory　sites，　and　neutrophils
migrate　into　subendothelial　spaces．　lntercellular　adhe－
sion　molecule－1　（ICAM－1）　plays　an　important　role　in
regulating　the　re ention，　migration，　and　activation　of
neutrophils．　We　have　already　reported　that　the　expo－
sure　to　high concentrations　of　oxygen　causes　lung　en－
dothelial　cell　injuiy　and　increases　the　expression　of
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ICAM－15）．
　　Generally，　patients　with　acute　respiratory　disease　are
hypoxic　due　to　lung　edema　when　they　begin　to　receive
oxygen　supportive　therapy．　lt　is　well　known　that　a
hypoxic　environment　also　functionally　affects　lung　en－
dothelial　cells6－8）．　A　direct　comparison　between
hypoxia　and　subsequent　hyperoxia　has　not　been　attempt－
ed　in　most　studies　regarding　ICAM－1　expression　on
endothelial　cells　in　inflammation．　Oxidants　cause　the
release　of　inflammatory　mediators　such　as　tumor　necrosis
factor　ev　（TN　F　ev），　interleukin－1，　interleukin－8　and　so　on
from　both　epithelial　cells　and　macrophages9・iO）．　TNFa
is　an　ubiquitous　proinflammatory　cytokine　and　is　recog－
nized　as　an　important　mediator　of　infiammatory　events
in　the　lung’i）．
　　Therefore，　we　investigated　hypoxia－hyperoxia　with
TNFev　as　a　model　for　these　patients　using　bovine　lung
microvascular　endothelial　cells　（BLuECs）．
Materials　and　Methods
Ma　terials
　　EDTA，　collagenase，　chloroform，　ethanol，　iso－
propanol，　paraformaldehyde，　lactic　dehydrogenase　deter－
mination　kit，　and　dimethylsulfoxide　were　purchased
from　Wako　Pure　Chemicals　（Osaka，　Japan）；　newborn
calf　serum　was　from　Mitsubishi　Chemical　（Tokyo，
Japan）；　penicillin－streptomycin　mixture，　fungizone，　and
medium　199　from　GIBCO　（Grand　lsland，　NY，　USA）；
60－mm－diameter　plastic　tissue　culture　dishes　and　96－well
microtiter　plates　were　from　Becton－Dickinson　（Lincoln
Park，　NJ，　USA）；　trypsin　was　from　Whittaker　M．A．
Bioproducts　（Walkersville，　MD，　USA）；　cytochalasin　B
was　from　Aldrich　Chemical　Company　（Milwaukee，　WI，
USA）；　recombinant　human　ICAM－1　was　from　R＆D
System　lnc　（McKinley　Place，　MN，　USA）；　recombinant
human　TN　Fev　from　Chemicon　lnternational　lnc．
（Temecula，　CA，　USA）．
Cell　culture　of　BLuECs
　　BLuECs　were　obtained　by　the　method　described
beforei2）．　Cells　used　for　each　experiment　between　5　to
IO　passages　and　5　×　10‘　cells　of　BLuECs　were　seeded　and
cultured　with　Medium－199　in　60－mm－diameter　plastic
tissue　culture　dishes，　and　were　cultured　according　to　the
following　protocols　in　an　02／C　02　incubator　from
Sanyo　（Tokyo，　Japan）．
　　Normoxia－hyperoxia　without　TNFa：50／o　carbon
dioxide，　95％　air　（21％　oxygen）　for　72　hours，　then　exposed
to　500／o　oxygen　for　48　hours．
　　Normoxia－hyperoxia　with　TN　Fev：　5％　carbon　diox－
ide，　95％　air　（21％　oxygen）　for　72　hours，　then　exposed　to
50％　oxygen　with　5　ng／ml　of　TN　Fev　added　to　medium
for　48　hours．
　　Hypoxia－hyperoxia　without　TN　F　ev：　10％　oxygen，　5％
carbon　dioxide，　850／o　nitrogen　for　72　hours，　then　exposed
to　50％　oxygen　for　48　hours．
　　Hypoxia－hyp roxia　with　TNFev：　10％　oxygen，　5％
car on　dioxide，　85％　nitrogen　for　72　hours，　then　exposed
to　50％　oxygen　with　5　ng／ml　TNFcr　for　48　hours．
　　The　time　co rse　changes　of　the　concentrations　of
oxygen　and　carbon　dioxide，　as　well　as　the　pH　of　super－
natant　were　determined　by　a　blood　gas　analysis　system
（Ciba－Corning　840，　Tokyo，　Japan）．　Amounts　of　s　ml
of　only　medium　in　60－mm－diameter　plastic　tissue　culture
dis es　were　exposed　to　the　hypoxic，　normoxic　or　hyper－
oxic　conditions　described　above，　and　the　concentrations
of　oxygen　and　carbon　dioxide，　as　well　as　the　pH　were
measured　as　control．
Cell　prolife a tion　in　10％　and　21％　oxygen　culture
　　BLuECs　（5×10‘　cells）　were　seeded　in　60－mm－
d ameter　plastic　tissue　culture　dishes，　and　were　cultured
under　50％　hyperoxia　for　48　hours　after　exposure　to
noiTmoxia　or　hypoxia　for　72　hours．　Cultured　cells　were
collected　by　adding　OD5％　Trypsin　and　O．02％　EDTA
after　washed　three　times　by　PBS．　Cell　number　was
measured　by　a　cell　counter　（model　F230，　Shoei　Technica
Inc．，　Saitama，　Japan），　and　the　rate　of　cell　proliferation
was　calculated．
LDH　release　in　sup rnatant
　After　BLuECs　（5×104　cells）　were　seeded，　the　experi－
ments　were started　at　the　subconfluent　phase　for　72　hours
in　normox a　and hypoxia．　Cells　were　then　exposed　to
50％　hyperoxia　for　48　hours．　Cultured　medium　was
collected　at　each　point　and　frozen　at　一800C　until
determ ation．　Released　lactic　dehydrogenase　（LDH）
was　determined　by　calorimetric　assay　（Lactic　dehy－
drogenase　C－II－test　WAKO，　Wako　Pure　Chemicals，
Osaka，　Japan）．
Measuremen　t　of　soluble　ICA　M－1　in　supernatants
　　In　each　experiment，　the　cell　suspension　was　collected
and　centrifuged　at　450　g　for　10　minutes．　Then　the
supernatant　was　stored　at　一800C　until　determination　of
ICAM－1．　The　amount　of　soluble　ICAM－1　（slCAM－1）
in　the　supernatant　was　estimated　by　the　ELISA　method
（slCAM－1　ELISA Kit，　Biosource　Europe，　Fleurus，
Belgium）．
Deter ination　of　cell　associated　ICA　M－1
　　Cellular　ICAM－1　anchored　to　the　cellular　membrane
and　pooled　intercellularly　was　determined　by　the　cell
ELISA　method5）．　ln　brief，　1％　paraformaldehyde　was
added　to　cultured　dishes　incubated　for　10　minutes　at
room　t mp rature，　and　washed　twice　by　100　pt　1　of　PBS．
Then　75　pt　1　of　conjugated　anti－ICAM－1　antibody　and
25pt　1　of　PBS　were　added．　After　washing　3　times　with
PBS， the　r action　was　terminated　by　the　addition　of　1．8
N　sulfuric　acid　after　incubation　with　substrate
（tetramethylbenzidine）　under　700　horizontal　shakes　per
minute　for　30　minutes　at　room　temperature．　The　absor－
bance　at　490　nm　in　each　well　was　measured　by　a
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microplate　reader　（model　3550－UV，　Bio－Rad，　Tokyo，
Japan）．
Effect（ゾ〃”eat〃zent　withの7tochα！kesin　B
　　To　elucidate　whether　ICAM－1　was　metabolized　in
BLuECs，　cytochalasin　B　（CB）　was　added　to　analyze　the
intercellular　transport．　10pt　g／ml　of　recombinant
ICAM－1　was　added　to　the　medium　and　incubated　for　72
hours　under　hypoxic　and　normoxic　conditions，　then　5
pt　g／ml　of　CB，　an　inhibitor　of　intercellular　transport，　was
added　to　the　confluent　BLuECs　monolayersi3）．　After
adding　CB，　cells　were　exposed　to　hyperoxic　conditions
with　5　ng／ml　of　TNFa．　Cell－associated　ICAM－1　and
slCAM－1　in　the　supernatant　were　measured　by　the
method　described　above．
5f’or爵’たα1　anαlysts
　　Data　were　expressed　as　means　±SD．　The　mean
values　per　10‘　cells　were　determined　in　triplicate　wells
for　each　experiment，　and　every　experiment　was　perfor－
med　at　least　three　times．　One－way　analysis　of　variance
with　Scheffe’s　test　was　used　to　detect　differences　among
groups．　A　P　value　of　〈O．05　was　taken　to　indicate
statistically　significant　differences　between　the　groups．
Table　1Time　c urse　changes　of　pH　and　the
concentrations　of　oxygen　and　carbon
dioxide　in　culture　media
pH CO，　（Torr）02　（Torr）
Normoxia－hypyroxia
Oh
lh
3h
6h
12　h
24　h
48　h
7．570±O．120
7．392±O．015
7．372±O．015
7．460±O．070
7．360±O．OIO
7．370±O．020
7．400±O．030
27．1　±　9．1
42．9±2．0
46．5±2．2
37．0±4．7
47．9±2．8
482±1．8
44．8　±　1．4
146．2±　2．7
259．4±13．5
300．6±　8．4
247．1　±　12．3
313．0±18．4
301．5±11．1
320．3±11．8
Hypoxia－hyperoxia
Oh
lh
3h
6h
12　h
24　h
48　h
7．374±O．015＊
7．315±O．040＊
7．376±O．040
7．341±O．043＊
7．310±O．054＊
7．365　±　O．031
7．393±0028
41．8±2．1＊
50．2　±　5．0＊
43．5　±　3．7
44．7±6．4＊
9．0±8．7
42．8　±　1．9
40．3　±　1．2
　94．7±　8．4＊
287．7　±　15．0＊
293．2　±　14．9
270．1±25．5
302．5　±　18．8
285．8±11．8
292．8±12．3
Results
7伽。・urse　c伽ges　qプpH，　and　the　c・ncentrαtion〔～プ
catわon　diわJvide　and　Oλアge〃
　　The　pH　values　in　the　media　of　hypoxia－hyperoxia
group　were　significantly　lower　than　those　of　the
normoxia－hyperoxia　group　at　O，　1，　6　and　12　hours　after
exposure　to　hyperoxia，　but　the　differences　were　no　lon－
ger　statistically　significant　at　24　and　48　hours　after
exposure　to　hyperoxia　（Table　1）．
　　The　concentration　of　carbon　dioxide　in　the　media　of
hypoxia－hyperoxia　group　at　O，1，　and　6　hours　was
significantly　higher　than　in　the　normoxia－hyperoxia
group　at　the　same　point．　There　was　no　significant
difference　in　the　concentration　of　carbon　dioxide　in
media　between　the　groups　12　hours　after　exposure　to
hyperoxia．
　　The　concentrations　of　oxygen　in　the　media　under
hypoxia　were　significantly　lower　than　those　under　nor－
moxia．　The　concentrations　of　oxygen　in　the　media　of
the　hypoxia－hyperoxia　group　were　significantly　higher
than　those　in　the　normoxia－hyperoxia　group　at　1　hour
after　exposure　to　hyperoxia，　but　the　differences　were　no
longer　statistically　significant　3　hours　after　exposure　to
hyperoxia．
Cell　proliferation　in　10％　and　2／％　oxygen　culture
　　BLuECs　（5×10‘　cells）　were　seeded　in　60－mm－
diameter　plastic　tissue　culture　dishes．　Cells　were　cul－
tured　under　50％　hyperoxia　for　48　hours　after　exposure　to
normoxia　or　hypoxia　for　72　hours．　The　rate　of　cell
proliferation　was　calculated．　TN　F　ev　（5　ng／ml）　did　not
affect　cell　proliferation　（Fig．1）．　There　was　also　no
Values　ar means　±　S．D．　of　three　experiments　in
triplicate．
＊p〈O．05　compared　with　corresponding
normoxia－hyperoxic　condition．
significant　difference　in　cell　numbers　between　the　nor－
moxic and　hypoxic　groups．　There　was　no　difference　in
cell　morphology　among　these　groups．
LDH　release in　medium
　　LDH　increa ed　after　the　exposure　to　high　oxygen
concentration　in　each　group．　LDH　release　in　the　group
of　hypoxia－hyper xia　at　24　hour　exposure　to　hyperoxia
without　TNFev　was　significantly　increased　compared
with　the　corr sponding　normoxia－hyperoxia　groups
with ut　TNFev（Fig．2A）．　LDH　release　in　the　group　of
hypoxia－hyperoxia　at　24　hour　exposure　to　hyperoxia
with　TN　Fa　was　also　significantly　increased　compared
with　the　corresponding　normoxia－hyperoxia　groups　with
TNFa（Fig．2B）．　Th e　was　no　significant　difference　in
LDH　release among　the　hypoxia－hyperoxia　or
normoxia－hyperoxia　groups　with　or　without　TNFa　at
48　hours．
SoluZ）le／Cン望ルt－1　exp e∬わn
　In　the　absenc ofTNFcr，　slCAM－1　in　media　increased
in　a　time depend n 　manner　in　both　hypoxia－hyperoxic
and　normoxia－hyperoxic　groups．　Soluble　ICAM－1　in
media slightly　increased　at　12　hours，　but　there　was　no
significant　difference　between　the　groups　at　the　other
periods　（Fig．3A）．　When　TNFa　was　added，　slCAM－1
in　media　from　the　hypoxia－hyperoxic　culture　group
peaked　 　24　hours　after　exposure　to　hyperoxia　（1．81±
O．3 10‘ cells，　Fig．　3B），　although　slCAM－1　increased
with　time　in　the　normoxia－hyperoxia　group．
（3）
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Cell－associated　ICAM－1　expression
　　Cell－associated　ICAM－1　in　the　hypoxia－hyperoxic
group　at　the　point　before　commencement　of　hyperoxia
was　significantly　lower　than　in　the　normoxia－hyperoxic
group（Fig．4）．　ln　the　absence　of　TNFa，　there　were　no
differences　in　cell－associated　ICAM－1　after　hyperoxic
incubation　between　the　normoxia－hyperoxic　group　and
the　hypoxia－hyperoxic　group．　There　was　no　significant
increase　of　cell－associated　ICAM－1　in　hypoxia－hyperoxic
culture　with　TNFcr　compared　with　those　in　normoxia－
hyperoxic　culture　conditions　with　TNFcr，　either．
Effect　・f舵伽翻磁（γ・・勿姻・酬αり
　　Without　adding　CB　and　ICAM－1，　slCAM－1　in
hypoxia－hyperoxic　culture　with　TNFa　was　significantly
decreased　at　48　hours　compared　with　those　at　24　hours．
When　CB　was　added，　slCAM－1　in　hypoxia－hyperoxic
culture　with　TN　F　ev　was　significantly　increased　at　48
hours　compared　with　those　at　24　hours．　When　recom－
binant　ICAM－1　was　added，　there　was　no　difference　of
slCAM－1 in　hypoxia－hyperoxic　culture　with　TN　Fa
between　at　24　and　48　hours　in　relation　to　the　presence　or
absence　of　CB　（Fig．　5A）．　ln　the　presence　of　CB，　there
was　a　tendency　to　increase　in　cell－associated　ICAM－1　in
hypoxia－hyperoxic　culture　with　TN　Fa　at　48　hours
compared　with　those　at　24　hours，　but　there　was　no
statistically　significant　difference　（Fig．5B）．　When
recombinant　ICAM－1　was　added，　there　was　no
difference　of　cell－associated　ICAM－1　in　hypoxia－
hyperoxic　culture　with　TN　F　a　between　at　24　and　48
hours　in　relation　to　the　presence　or　absence　of　CB，
（4）
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Discussion
　　In　the　present　study，　BIuECs　were　cultured　previously
under　the　hypoxic　conditions　to　determine　whether
subsequent　exposure　to　hyperoxia　accelerates　cellular
injury　and　the　release　of　soluble　ICAM－1，　i．e．　whether
the　sequence　of　hypoxia　and　hyperoxia　increases　the
vulnerability　of　endothelial　cells．　Specifically，　we
investigated　the　effects　ofcombined　exposure　to　hyperox－
ia　（50％　02），　and　an　inflammatory　cytokine，　which　was
thought　to　be　a　subthreshold　level　for　the　endothelial
cell　damage　on　ICAM－1　protein　expression5）．
　　ICAM－1　is　a　single－chain　cell　surface　glycoprotein　and
a　member　of　the　immunoglobulin　（lg）　supergene　family
with　five　extracellular　lg－like　domains，　a　single　trans－
membrane　and　a　short　cytoplasmic　regioni‘）．　This
molecule　is　expressed　at　low　levels　on　a　variety　of　cells
and　can　be　induced，　by　cytokine　stimulation，　on　several
typ s　of　cells，　including　endothelium，　epithelium，　and
fibroblasts，　at　sites　of　inflammationi5）．　ICAM－1　serves
as　the　receptor　for　leukocyte－function－associated　antigen－
1　（LFA－1）．　A　crucial　step　between　the　initial　contact
and　final　transmigration　of　leukocytes　is　their　tight
adhesion　to　endothelium　via　ICAM－1　and　LFA－1．
When　ICAM－1　is　upregulated　on　endothelial　cells　in　the
presence　of　inflammatory　cytokines　such　as　TNFcr，
neutrophil　adhesion　increases　and　causes　lung　inj　ury．
　　It　is　repoited　that　hyperoxic　conditions　cause　the
upregulation　of　the　expression　of　ICAM－1，　and　the
（5）
Sep．，　2002 Mikami，　et　al：　Hypoxia－hyperoxia　effects　BLuECs一　409　一
Fig．　5
丁窟
’O
g
x．
旦
マ
詫
く
り
印
10
8
6
4
2
o
A
10
8
6
4
2
o
B
雫　　〒
T
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　24　48　24　48
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Time　（hours）
Soluble　and　cell－associated　ICAM－1　in　the　presence　or　absence　ofcytochalasin　B　（CB）　under　conditions　of　hypoxia－hyperoxia
with　TNFev．　Time　indicates　the　period　of　the　exposure　to　hyperoxia．　A：soluble　ICAM－1．　Outlined　bar：no　addition　of
ICAM－10r　CB．　Gray　bar：addition　of　CB，　but　not　ICAM－1．　Hatched　bar：addition　of　lCAM－1，but　not　CB．　Solid　bar：
addition　of　both　ICAM－1　and　CB．　B：cell－associated　ICAM－1．　Outlined　bar：no　addition　of　ICAM－10r　CB．　Gray　bar：
addition　of　CB，　but　not　ICAM－1．　Hatched　bar：　addition　of　ICAM－1，　but　not　CB．　Solid　bar：　addition　of　both　ICAM－1
and　CB．　’：　p〈O．05　compared　with　the　corresponding　group　at　24　hours．
amount　of　slCAM－1　increases　after　combined　exposure
to　hyperoxia　and　TN　Fai6，i7）．　However，　in　our　culture
system，　we　reported　that　the　presence　of　5　ng／ml　of
TNFev　exerts　no　influence　on　the　morphology　of
BLuECs　and　that　this　concentration　of　TN　Fa　alone　did
not　increase　LDH　release　between　the　condition　of
normoxia　and　hyperoxia5）．　Therefore，　we　used　s　ng／ml
of　TN　Fev　to　induce　a　state　of　inflammation　with
minimal　damage　to　endothelial　cells．
　　Continuous　hypoxic　condition　in　acute　respiratory
failure　often　causes　multiple　organ　failure　and　resistance
to　various　medical　treatments．　Although　oxygen
suppoitive　therapy　is　indispensable　to　improve　the
hypoxic　condition，　oxygen　therapy　often　leads　to　pulmo－
nary　edema　and　causes　severe　lung　injury．　On　the　other
hand，　controversial　evidence　exists　about　the　direct
effects　of　hypoxia　on　expression　of　ICAM－1．　Although
some　investigators　reported　increased　expression　under
hypoxic　conditions’8），　other　in　vitro　studies　found　a
decrease　ini9・20）　or　no　effect　on　ICAM－1　expression2i，22）．
There　are　few　reports　concerning　hypoxia－hyperoxia
although　there　are　many　repoits　concerning　hyperoxia
alone．　To　further　elucidate　the　role　of　changes　in
oxygen　availability　on　the　potential　of　endothelial　cells
to　promote　transmigration　of　leukocyte　populations，　we
studied　the　expression　of　ICAM－1　in　BLuECs．
　　The　administration　of　high　oxygen　concentration，　but
lower　than　500ro　oxygen，　for　several　days　has　been　consid－
ered　to　be　clinically　innocuous，　but　we　reported　that
sensitivity　to　hyperoxia　changes　under　infiammatory
conditions5）．　Moreover，　hypoxia　alters　endothelial　cell
function　by　hypoxia　inducible　factors　and　its　related
genes23）．　Thus，　we　speculated　that　endothelial　cells
under　hypoxic　conditions　would　be　more　vulnerable　to
oxidative　stress　than　those　under　normoxia　in　areas　of
inflammation．　We　measured　the　amount　of　LDH
eleased　from　cells　into　the　supernatant　to　determine　the
degree of　cel inj　ury．　Although　endothelial　cells　were
not proliferating　at　all　during　the　72　hour　period　of
observation　under　conditions　of　hypoxia　compared　with
normoxia，　LDH　release　slightly　increased　at　24　hours　of
hyp roxia　following　hypoxic　priming，　compared　with
the　normoxia－hyperoxic　model，　but　this　difference
disappeared　at　48　hours（Fig．2）．　Our　results　confirmed
th t　previous　hypoxia　slightly　increased　hyperoxia－
induced cell　toxicity　to　endothelial　cells．
　　So uble　ICAM－1　in　supernatant　peaked　at　24　hours
under hyperoxia　wit 　the　addition　of　TNFev　following
72　hours　of　hypoxic　culture，　although　slCAM－1　in－
creased　in　supernatant　with　time　in　normoxia－hyperoxic
group（Fig．3）． Ou 　results　concerning　slCAM－1　release
suggest　that　the　hypoxia－hyperoxia　environment　might
increase　the　vulnerability　of　endothelial　cells　and　that
he　hypoxia－hyperoxia　environment　also　might　change
the　proteolytic　activity　of　ICAM－1　on　BLuECs．　To
elucidate　w ether　ICAM－1　was　metabolized　in　BLuECs，
ytochalasin　B，　an　inhibitor　of　intercellular　transport，
was added　for　further　experiments．　The　results　that
slCAM－1　increased　with　time　in　the　presence　of　cyto－
chalasin　B　in　Fig． 5　indicated　that　the　mechanism　of
cellular　transport　is　one　of　the　main　mechanisms　related
to　the　decrease　of　slCAM　at　48　hours　in　the　hypoxia－
h peroxia　system．　When　ICAM－1　was　added　in　our
culture　sys m，　the　production　ofcell－associated　ICAM－1
was　inhibited（Fig．5）．　We　speculate　that　the　inhibition
of　cellular　ICAM－1　production　by　slCAM－1　may　affect
he　decrease of　slCAM　at　48　hours　in　a　hypoxia－
hyperoxia　environment　with　TN　Fa，　but　the　mechanism
of　this　phenomenon　should　be　investigated　further．
　　In　summary，　we　have　demonstrated　that　previous
（6）
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culture　of　BluECs　under　hypoxic　conditions　accelerated
cellular　injury　and　induced　increased　release　of　soluble
ICAM－1　by　subsequent　exposure　to　hyperoxia．　These
observations　suggest　that　hypoxia　prior　to　hyperoxia
increases　the　vulnerability　of　endothelial　cells．　lt　is
therefore　suggested　that　hypoxia，　which　increases　cellular
damage　and　endothelial　adhesiveness　via　ICAM－1
expression　induced　by　oxygen，　is　involved　in　the　mecha－
nism　of　acute　lung　inj　ury　by　oxygen　supportive　therapy．
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2）
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4）
5）
6）
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8）
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低濃度酸素下にて培養した肺血管内皮細胞に対する高濃度酸素障害の検討
三　神　　　竜
森　迫　隆　弘
角　誠　二　郎
木　口　俊　郎
東京医科大学内科学第五講座
高　橋　君　子
松　岡　　　健
【要旨】　目的：高濃度酸素による急性肺障害の機序を明らかにするため，肺血管内皮細胞における細胞接着
分子ICAM－1の発現調節について検討する。方法：肺血管内皮細胞を10％の低濃度酸素で72時間培養した
後，50％の高濃度酸素に5ng／mlの腫瘍壊死因子TNFαの存在下で暴露した。低濃度および正常濃度酸素培
養の2群，TNFα添加および非添加の2群の合計4群に関して検討した。高濃度酸素暴露後，細胞数，　LDH
遊離，可溶性ICAM－1，細胞膜上のICAM－1を継時的に測定した。結果：両群で経過中の細胞数および形態
に変化は認められなかった。細胞上清中のLDH遊離量は，低濃度酸素培養群において高濃度暴露24時間後
に有意に増加した。可溶性ICAM－1はTNFαの非存在下では時間経過と共に発現が増強したのに対し，
TNFα存在下で高濃度酸素暴露した群で24時間後にピークを認め，その後減少した。サイトカラシンBは
可溶性ICAM－1の増加を抑制し，細胞膜上ICAM－1はサイトカラシンBの存在にかかわらずその発現に有
意差を認めなくなった。結論：肺血管内皮細胞において，低濃度酸素状態は引き続く高濃度酸素状態による
細胞障害を増強させた。またTNFαの存在下ではICAM－1の発現および遊離を増加させたことより，炎症の
存在がこの細胞障害をさらに惹起すると推測された。低濃度酸素状態時に引き続く高濃度酸素療法では，炎
症部位の細胞障害を増強する可能性が考えられた。
〈Key　words＞細胞接着分子（ICAM－1），低濃度酸素，高濃度酸素，血管内皮細胞，腫瘍壊死因子（TNFα）．
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